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RESUMEN: En este trabajo se utilizó el aislamiento Ma-002 de Metarhizium anisopliae (Metsch.)
Sorokin, aislado de suelos de la localidad Santa Gertrudis en el Estado de Chihuahua, México, con
el objetivo de producir masivamente dicho hongo por el método bifásico. Para la primera fase se
utilizó un medio líquido a base de levadura (20 g.L-1), sacarosa (20 g.L-1) y agua corriente, inoculado
con una suspensión de conidios a una concentración de 5 x 106 conidios.mL-1, evaluándose la
dinámica de formación de propágalos del hongo a partir de las 12 horas. Para la fase sólida se utilizó
arroz, se inoculó con la mezcla de medio de cultivo y propágulos del hongo obtenida en la fase
líquida. Se demostró que el aislamiento Ma-002 es capaz de producir grandes cantidades de
propágulos (superiores a 107 propágulos.mL-1) en un proceso de fermentación sumergida con un
medio líquido basado en sacarosa y extracto de levadura, en 60 h, garantizando así el material
necesario para la inoculación del sustrato sólido en el proceso bifásico. En la fase sólida, a los 12
días de incubación se logró un rendimiento superior a los 109 conidios.g-1 de arroz colonizado por
el hongo. Lo anterior confirma que la producción de conidios del aislamiento Ma-002 de M.
anisopliae por el método bifásico es factible, con una reducción del tiempo total del proceso, por lo
que también se logra economizar espacio.
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CONIDIA PRODUCTION BY THE ISOLATE Ma-002 OF Metarhizium anisopliae (METSCH.)
SOROKIN IN AN ALTERNATIVE OF BIPHASIC CULTURE
ABSTRACT: The isolate Ma-002 of Metarhizium anisopliae (Metsch) Sorokin, obtained from soils
in the locality of Santa Gertrudis in Chihuahua State, Mexico, was used with the objective of mass
producing this fungus by a biphasic method. A liquid medium with yeast extract (20 g.L-1), sucrose
(20 g.L-1) and tap water were used for the first phase. It was inoculated with a conidia suspension
with a concentration of 5 x 106 conidia.mL-1 and the formation of propagules by the fungus was
evaluated every 12 hours. Whole rice was used for the solid phase, which was inoculated with the
mixture of the culture medium and propagules obtained in the liquid phase. The isolate Ma-002
was capable of producing a high yield of propagules (higher than 107 propagules.mL-1) in a
fermentation process with a liquid medium based on sucrose and yeast extract in 60 hours, obtaining
the material to inoculate the solid substrate in the biphasic process. In the solid phase, a yield of
109 conidia.g-1 of rice was achieved after 12 days of incubation. These results showed that the conidia
production by the isolate Ma-002 of M. anisopliae using the biphasic method can be applied, with a
reduction of the total time of the process and the space used.
(Key words: Metarhizium anisopliae; mass production; biphasic culture)
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INTRODUCCIÓN
Metarhizium anisopliae (Metsch.) Sorokin
(Ascomycetes: Hypocreales) (1) es uno de los hongos
entomopatógenos más conocidos, siendo la primera
especie que se evaluó en condiciones de campo para
el control de un insecto fitófago, lo cual aconteció en
Rusia, en el año 1888 (2).
Esta especie presenta un alto potencial de uso en
la regulación de plagas en todos los agroecosistemas
del mundo, tanto en aplicaciones inundativas, como
en estrategias de conservación (3,4,5). Ha sido reco-
mendado contra una gran diversidad de insectos
fitófagos, de diferentes órdenes y familias, así como
de ácaros, en muchos cultivos, y regiones diferentes
(6,7), lo que puede ser explicado por su carácter cos-
mopolita y su gran diversidad genética (8,9), además
de ser un agente seguro, con mínimos riesgos para el
hombre, los vertebrados y el medio ambiente (10,11).
Especialmente, se ha enfatizado en la importancia
de M. anisopliae como agente de control biológico de
locústidos y saltamontes en diversas regiones del
mundo (12,13,14,15), y se ha demostrado que puede
provocar epizootias tempranas a partir del inóculo apli-
cado el año anterior (transmisión vertical) (16) y que el
hongo presenta una alta persistencia cuando es apli-
cado al suelo (17). En tratamientos aéreos, en China,
se logró un 90% de mortalidad de la langosta migratoria,
Locusta migratoria manilensis (Meyen), en 11-15 días
(18). En el estado de Chihuahua, México, reciente-
mente se ha informado la obtención de aislamientos
autóctonos de M. anisopliae, con potencialidad como
agentes de control biológico de Brachystola magna
Girard (Orthoptera: Romaleidae), una importante plaga
del frijol (Phaseolus vulgaris L.) y otros cultivos (19).
M. anisopliae es una de las especies de hongos
entomopatógenos con las que más se ha trabajado en
todo el mundo en relación con su producción masiva y
comercialización como bioplaguicida (3,20). La produc-
ción de conidios en gran escala se puede realizar so-
bre diferentes sustratos de origen vegetal, como papa,
trigo, soya, arroz y el salvado en diferentes formas
(21,22).
La composición del medio de cultivo, así como el
«estrés hídrico» y el «estrés osmótico» tienen un mar-
cado efecto sobre la germinación, crecimiento, virulen-
cia, características de la superficie de los propágulos
y otras propiedades de M. anisopliae (23,24,25).
Los medios de cultivo líquidos pueden elaborarse a
partir de sustratos relativamente baratos y de fácil ob-
tención, que combinen una fuente de carbono, una de
nitrógeno y algunos microelementos (21,26,27,28). En
el cultivo sumergido generalmente se producen
blastosporas que, aunque no son apropiadas para ser
aplicadas en campo, son de mucha utilidad para la
producción bifásica (29,30).
La selección del sustrato depende de un número
de factores, incluyendo la disponibilidad local, los cos-
tos, y la preferencia del hongo a cultivar (27). Por otro
lado, el contenido de humedad del sustrato sólido afecta
sensiblemente el proceso de esporulación de M.
anisopliae, ubicándose el óptimo entre 57 y 58% (31).
Para obviar las desventajas que presenta la pro-
ducción masiva de hongos entomopatógenos en culti-
vo sumergido o sobre un sustrato sólido, con frecuen-
cia se recurre a un proceso de producción en dos fa-
ses (cultivo bifásico), en el que los cultivos sumergi-
dos son usados para producir una gran cantidad de
biomasa, la cual se inocula sobre un sustrato sólido
para obtener los conidios necesarios (29).
El presente trabajo se realizó con el objetivo de eva-
luar alternativas para la producción masiva de un aisla-
miento de M. anisopliae mediante el cultivo bifásico.
MATERIALES Y MÉTODOS
Dinámica de producción de propágulos en un me-
dio líquido
En este ensayo se utilizó el aislamiento fungoso
Ma-002, de M. anisopliae, obtenido a partir de mues-
tras de suelo y conservado en el Centro de Investiga-
ción, Conservación y Reproducción de Organismos
Benéficos (CICROB), de la Facultad de Ciencias Agrí-
colas y Forestales de la Universidad Autónoma de
Chihuahua, en Ciudad Delicias, Chihuahua, México.
Se seleccionó un medio líquido que ha sido amplia-
mente utilizado en procesos de producción masiva de
diferentes hongos, incluyendo la especie M. anisopliae
(26,27), el cual tiene la siguiente composición: levadu-
ra, 20 g.L-1; sacarosa comercial, 20 g.L-1 y agua co-
rriente, ajustándose a pH 6.5 con soluciones de NaOH
0,1N ó HCl 0,1N (32).
Para el ensayo se diseñó un sistema de aireación
utilizando un compresor que, con los filtros correspon-
dientes, permitió alimentar una línea de suministro de
aire estéril a las unidades de reproducción.
Una vez preparado el medio de cultivo se vertieron
750 mL del mismo en frascos erlenmeyers de 1 L de
capacidad, y se procedió a la esterilización en auto-
clave, a 121ºC durante 25 minutos.
Cuando el medio de cultivo se enfrió se realizó la
inoculación con 10 mL de una suspensión de conidios
en agua destilada estéril más Tween 80 al 0,05%, con
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una concentración de 5 x 106 conidios.mL-1, preparada
a partir de una colonia del hongo de 14 días de edad
sobre Sabouraud Dextrosa Agar + Extracto de Levadu-
ra (SDAY). Una vez inoculados, los frascos se conec-
taron al sistema de aireación, el cual se reguló para
suministrar, aproximadamente, 1 VVM (volumen de aire
por volumen de medio de cultivo, por minuto) de aire
estéril. Como tratamientos se consideraron los dife-
rentes momentos de evaluación (6), cada 12 h a partir
del momento de la inoculación, con cuatro repeticio-
nes. La temperatura ambiente en el laboratorio fue de
24,9 ± 1,2ºC.
Para la evaluación, se extrajeron 10 mL del caldo
de cultivo y se vertieron en frascos erlenmeyers de 200
mL que contenían 90 mL de agua destilada estéril más
Tween 80 al 0,05%. Con esta suspensión se realizó el
conteo de los propágulos del hongo (fundamentalmen-
te blastosporas) utilizando la cámara de Neubauer. Los
resultados se expresaron como número de
propágulos.mL-1 de caldo de cultivo.
Los datos obtenidos se transformaron según la ex-
presión log10 (x), y procesados mediante un análisis
de varianza de clasificación simple, comparando las
medias mediante la Prueba de Tukey al 5% (33).
Dinámica de producción de conidios en un
sustrato sólido
El inóculo (mezcla del medio líquido y propágulos
del hongo) se obtuvo siguiendo el procedimiento deriva-
do del ensayo anterior, con 60 h de incubación, cuando
la concentración fue superior a 107 propágulos.mL-1.
Como sustrato sólido se utilizó arroz entero, el
cual fue remojado con agua corriente durante 2 h, y
se dejó escurrir por 1 h, después de lo cual se colocó
el equivalente a 100 g del mismo en bolsas de
polipropileno, y se procedió a la esterilización en au-
toclave, a 121ºC durante 30 minutos. Pasadas 24 h,
las bolsas con arroz se inocularon con 15 mL  del
inóculo líquido y se incubaron a una temperatura de
27 ± 1ºC y una humedad relativa del 70 ± 5%, con
fotoperiodo natural en el laboratorio.
Se utilizó un diseño completamente aleatorizado,
con cuatro repeticiones. Como tratamientos se consi-
deraron los diferentes momentos de evaluación (9),
cada 2 días, a partir del cuarto día después de la ino-
culación del sustrato.
Para la evaluación, de cada bolsa se extrajo 1 g del
sustrato cubierto por el hongo, el cual se suspendió en
100 mL de agua destilada estéril más Tween 80 al
0,05%, en un frasco erlenmeyer de 200 mL de capaci-
dad, el cual se agitó fuertemente durante 1 minuto.
Con esta suspensión se realizó el conteo de conidios
del hongo (haciendo diluciones cuando fue necesario)
en la cámara de Neubauer, expresando los resultados
como número de conidios.g-1 de sustrato. Los datos
obtenidos se transformaron según la expresión log10
(x), y procesados mediante un análisis de varianza de
clasificación simple, comparando las medias median-
te la Prueba de Tukey al 5% (33).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Dinámica de producción de propágulos en un
medio líquido
El análisis estadístico realizado mostró que exis-
ten diferencias altamente significativas entre los trata-
mientos, para la producción de propágulos del aisla-
miento Ma-002 de M. anisopliae.  Como puede obser-
varse en la Figura 1, a partir del primer momento de
evaluación (12 h) la concentración de propágulos au-
mentó muy poco hasta las 24 h, no existiendo diferen-
cias significativas entre estos dos momentos.
A partir de las 24 horas comienza la fase de creci-
miento exponencial de la curva, obteniéndose valores
de concentración de propágulos para las 36, 48 y 60 h
que difieren estadísticamente entre sí.  La concentra-
ción de propágulos obtenida a las 72 h es similar
estadísticamente a la lograda a las 60 h, por lo que a
partir de este último momento comienza la llamada
«fase de meseta» de la curva de crecimiento. Es de
destacar que ya a partir de las 48 h de incubación la
concentración en el medio líquido es superior a 107
propágulos.mL-1. El tiempo en que se alcanza la máxi-
ma producción de propágulos de M. anisopliae en el
presente trabajo es muy inferior a lo informado por otros
autores, que lo lograron a las 169 h (32). Con los aisla-
mientos del género Metarhizium, en general, se obtie-
nen altas cantidades de propágulos en sustratos líqui-
dos (34, 35), destacándose aquellos resultados donde
la concentración de carbono fue de 36 g.L-1 y la rela-
ción C:N de 10:1 (36).
Los resultados presentados en este ensayo, con
las condiciones nutritivas y el volumen de oxígeno uti-
lizado, demuestran las potencialidades del aislamien-
to Ma-002 de M. anisopliae para ser reproducido masi-
vamente mediante un proceso de fermentación sumer-
gida. La modificación de la relación carbono-nitrógeno
en el proceso de producción masiva de M. anisopliae
puede alterar morfológica y fisiológicamente de forma
favorable la producción de propágulos, y con peque-
ños ajustes lograr, incluso, un producto apropiado para
su aplicación directa en el campo (22,37), capaz de
lograr buenos resultados en el control de ninfas del
segundo instar de Schistocerca gregaria Forskal (36).
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En este experimento se demostró que el aislamien-
to Ma-002 es capaz de producir grandes cantidades
de propágulos en un medio líquido basado en sacaro-
sa y extracto de levadura, insumos estos de fácil ad-
quisición y bajo costo, en un proceso de fermentación
sumergida que en 60 h puede garantizar el material
necesario para la inoculación del sustrato sólido en un
proceso bifásico.
Dinámica de producción de conidios en un
sustrato sólido
En este  ensayo, el análisis estadístico mostró que
existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos. Como se aprecia en la Figura 2, a los
cuatro días de la inoculación del sustrato sólido con el
material obtenido en el cultivo sumergido, se observó
una apreciable cantidad de conidios, superior a 107
conidios.g-1 de arroz colonizado, y a partir de ese mo-
mento se manifestó un rápido crecimiento del rendi-
miento, expresado en los valores obtenidos para cada
momento de evaluación, hasta el día 12, que difirieron
estadísticamente entre sí.
En la evaluación del día 12, el rendimiento mostró
valores superiores a 109 conidios.g-1, y a partir de ese
momento se alcanzó la «fase de meseta» de la curva,
en la que los valores obtenidos fueron estadísticamente
similares. Los rendimientos logrados, superiores a los
alcanzados en estudios similares (27), indican que el
arroz resulta un sustrato adecuado para la fase sólida
del proceso de producción bifásica, tal y como lo han
informado varios autores (21,38). Al parecer, el arroz
con 2 h de remojado alcanza el contenido de humedad
inicial requerido para lograr una alta producción de
conidios de M. anisopliae (31,39).
Los resultados del ensayo indican que a los 12 días
se puede detener la fase de fermentación sólida, lo
cual resulta un periodo de tiempo inferior a lo estable-
cido para esta misma especie fungosa en el proyecto
Lubilosa (40). En otros estudios se ha sugerido un
periodo de hasta 21 días para obtener la mayor pro-
ducción de conidios en procesos de producción masi-
va con hongos entomopatógenos (3).
Lo anterior confirma que la producción de propágulos
mediante fermentación sumergida puede ser integrada
a un método bifásico de producción masiva de hongos
entomopatógenos, con lo cual se logra reducir el tiem-
po de colonización del sustrato sólido, con producción
de conidios aéreos en un menor tiempo, y en un me-
nor espacio (22,36). Con ello, pueden disminuir tam-
bién los gastos en el proceso de producción masiva, lo
cual es un requerimiento para que un entomopatógeno
pueda utilizarse como bioplaguicida (41).
FIGURA 1. Dinámica de producción de propágulos del aislamiento Ma-002 de M. anisopliae en un cultivo líquido./ Dynamics
of propagule production by the isolate Ma-002 of M. anisopliae in a liquid medium.
Medias con letras iguales no difieren significativamente, según Tukey (p< 0,05).
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En resumen, se demostró que el aislamiento Ma-
002 de M. anisopliae pudo ser reproducido mediante el
método bifásico, donde se utilizó un medio líquido ba-
sado en levadura y sacarosa  y un sustrato sólido a
base de arroz, lográndose un producto con una alta
concentración de conidios, en  un tiempo menor que el
requerido para el proceso convencional sobre un
sustrato sólido. Los resultados obtenidos constituyen
aportes a futuras metodologías para la producción
masiva y formulación de este aislamiento.
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